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内において殺細胞効果に関わる周囲環境に注目して in vitroで調査し、in vivoにおける障害性と比較
した。光増感反応中に赤血球膜破裂により遊離したヘモグロビンは酸化作用を受けると予想し、励
起光照射中の赤血球やヘモグロビンの酸化進行を、反応効率を支配する溶存酸素量に関係する情報
と併せて経時的に測定する新たな光学的計測法 (in vitro) を提案した。 
	 生体において血管内皮細胞が接している血液と間質液を想定した 2 種のアルブミン濃度における
血管内皮細胞障害の放射照射量依存性を、細胞外光増感反応による殺細胞効果が支配的な in vitro実
験系を用いて死細胞率計測により調査した。光増感反応条件はタラポルフィンナトリウム 20 µg/mL、
放射照射量 0-40 J/cm2を用いた。タラポルフィンナトリウム投与 30 min後において、ビーグル犬の
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vascular endothelium and red blood cells by a photosensitization reaction 
  
Abstract 
	 The author studied oxidative damages of vascular endothelium and red blood cells by a 
photosensitization reaction in vitro to investigate the reaction efficacy and side effect against these 
cells using the condition with novel photosensitizer, talaporfin sodium, almost distributed outside cells.  
An acute lethality of the vascular endothelium cell by the reaction was investigated in vitro arranging 
albumin concentrations match to the vascular endothelium cell surroundings. To investigate the red 
blood cell membrane damage during the reaction continuously, the author proposed a sophisticated 
optical system to measure blood sample visible absorption spectra.  
We used two different albumin concentrations in the acute damage experiment with the vascular 
endothelium cells in vitro to match those in blood and interstitial of the vascular wall. Other conditions 
in this experiment altered within proposed photodynamic therapy conditions with a short drug-light-
interval. While, canine cervical veins were irradiated 30 min after talaporfin sodium intravenous 
injection with 9 and 35 J/cm2 in vivo. The damages of  endothelium cells in these veins were 
evaluated with the endothelium cell figure and platelet aggregation by the specimen observation 
extracted 30 min after the reaction. The obtained damages in vivo were exicted between the damages 
of two kinds of albumin in vitro. The author found usefulness of the proposed in vitro system using 
two different albumin concentrations to estimate the in vivo damage of the vascular endothelium cells 
in the healthy tissue by the reaction with the short drug-light-interval. 
To investigate the red blood cell damage by the photosensitization reaction for the safety assessment 
of the above mentioned particular photodynamic therapy, the author designed an optical monitoring 
system to measure hemoglobin oxidation and oxygen desorption dynamics by absorption spectrum 
measurement during the reaction. A 663 nm wavelength laser beam to excite the reaction and a 475-
600 nm wavelength light beam to measure visible absorption spectrum were arranged perpendicularly 
crossing in a blood optical sample. Oxygenated-, deoxygenated-, and met- hemoglobin quantities were 
calculated by multiple regression analysis against the measured spectrum. The met-hemoglobin 
 concentration increased and oxygen saturation decreased with irradiation time, which seems to 
indicate the hemolysis progression and oxygen consumption by the reaction, respectively. Increasing 
hematocrit of the blood sample indicated pro-long of the reaction term until an oxygen depletion. The 
author thought that this result suggested the possibility of improving in vitro study for the 
photosensitization reaction, in which the oxygen shortage tends to occur. Oxygen pressure changes in 
the medium obtained by our proposing optical system showed good agreement to conventional oxygen 
electrode measurement especially in the low oxygen environment. The relationship between the met-
hemoglobin concentration and hemolysis degree indicated that almost all hemoglobin in the raptured 
red blood cell immediately got oxidative reaction and changed to met-hemoglobin. From these results, 
proposing optical monitoring system could obtain the hemolysis progression with dissolved oxygen 
information during the irradiation simultaneously with time. 
 The author thinks the proposing in vitro systems for vascular endothelium cell and red blood cells 
seems to be useful method/system to estimate the damage around the blood vessel and blood in clinical 
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	 本研究の目的は光感受性薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) における健常組織に対
する光増感反応の治療応用において、治療における反応効率と血液系に生じる副作用に関







































膜障害によるネクローシスを誘導する [1, 4, 5]。腫瘍組織に対する光線力学的治療において
は基礎検討から臨床研究に至る多くの研究があるが、腫瘍組織以外を対象とする治療法の



























に励起光照射を行った際の in vivoにおける急性期 (30 min) の障害性を、血管内皮細胞の有

































































反応を用いた治療での血管内皮細胞障害を (i) in vitroにおける死細胞率計測、(ii) in vivoに












第 9章では、第 5章から第 8章で得られた知見に関して総括的な検討を加えた。薬剤投与
後早期の健常組織を対象とした光増感反応を用いた治療における血管内皮細胞や赤血球の
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	 光増感反応とは、光・酸素・光感受性薬剤 (Photosensitizer, PSと略す) の三要素により一
重項酸素を産生する光化学反応のことである。光増感反応のエネルギーダイアグラムを図
2-1に示す。基底状態にある光感受性薬剤 PS (S0) は一重項状態への遷移に必要な波長の光
を吸収すると励起一重項状態 PS (S1) に遷移する。この励起一重項状態 PS (S1) は、一部は
蛍光を発して基底状態 PS (S0) に戻るが、大部分はスピン反転を伴う項間交差によりエネル
ギーの低い励起三重項状態 PS (T1) に非放射的に移行する [1]。PS (S1) の溶液中における寿





















胞内における分布場所、総投与量、など種々の要因に影響を受ける。Type Ⅰ反応と Type Ⅱ
反応は同時に起こるが、両者の発生割合は、光感受性薬剤の種類や濃度、蛋白質との結合親
和性および酸素環境に影響を受ける [1]。Type Ⅰ反応は Type Ⅱ反応に比べ障害過程が複雑
であることより、多くの光感受性薬剤はより単純な過程である Type Ⅱ反応による一重項酸
素発生およびその酸化作用による組織障害が支配的である考えられる [4, 8, 9] 。また、酸
素に依らず光感受性薬剤が直接的に対象を障害する経路（Type Ⅲ反応）が生じる可能性も








(ii) 一重項酸素生成量子収率 "#が大きい 
(iii) 生体に対する光侵達長が長い近赤外波長 (600~800 nm) に吸収帯を有する 
(iv) 治療後に正常組織から速やかに排泄される 
(iii) において、生体内の主な吸収体である、水、メラニンおよびヘモグロビンの吸収が小



















しかし課題として、重合数 60 以上の化学物であるため化学的に不安定 [4]、吸収帯が 500-
630 nmであるため深部の治療が難しく、さらにモル吸収係数が低い [16-18]、排泄速度が遅
いため治療後の光線過敏症の発症リスク期間が 4-6週間と長期 [18]、などがある。そこで第
二世代光感受性薬剤が開発された [10, 19]。 
	 第二世代光感受性薬剤は第一世代光感受性薬剤よりも吸収帯のピーク波長が長波長側に
あり、さらにモル吸収係数が向上したことにより、深部への高反応効率の治療が可能になっ
た。さらに生体における排泄速度も向上している [1, 10, 18]。日本で臨床適用されている第
二世代光感受性薬剤はタラポルフィンナトリウムとベルテポルフィンである。それぞれの








トリウムよりも長波長の 664 nm をもつ。この波長におけるモル吸収係数は 4$104 M–1cm–1
であり、これはポルフィマーナトリウムの吸収係数より 10倍以上高い [18, 20, 21]。ベルテ
ポルフィンは、我が国において 2003年に中心窩下の脈絡膜新生血管を伴う加齢黄斑変性症
の治療剤として承認を取得した。ベルテポルフィンはポルフィリン系光感受性薬剤であり、
親油性を示す。BPD-MA (benzoporphyrin derivative monoacid) の 2 つの異性体である BPD-
MACと BPD-MADが 1:1で存在している [23]。また、薬剤が血管内に留るためために大きな
薬剤形態をとるリポゾーム製剤である。水溶液における Q 帯吸収ピーク波長はポルフィマ





一重項酸素の寿命は、水中で 4 !s, 細胞内で 0.6 !sと非常に短く拡散距離が限られている











































































































く期待され、2013 年 2 月時点で世界 72 カ国において承認されている。2.2.2 節で述べたと
おり、我が国においては 2003年 10月に承認された。治療手順は、ビスダイン 6 mg/m2（体
表面積）を 10 minかけて静脈内投与し、投与 15 min後に波長 689±3 nm、600 mW/cm2で 50 
J/cm2のレーザ光照射を行う。術後は 3ヵ月毎に蛍光眼底造影の検査を行う。この検査で脈
絡膜新生血管からのフルオレセインの漏出が認められた場合は、再治療を実施する [23]。 

















































	 著者らは、光増感反応を用いた頻脈性不整脈治療 PD ABLATION®を提案している。この
治療では、異常電気伝導路上の健常心筋組織に対して光増感反応による酸化作用を及ぼす
ことで組織壊死を起こし、電気伝導遮断線の作成を行う。PD ABLATION®による異常電気伝
導遮断効果や副作用に関する検討は、現在までに 150例以上の大型動物を用いた in vivo実
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表 2-1	 種々の光感受性薬剤とその特徴 [1, 4] 







HpD 630 nm 























Talaporfin 664 nm 
Photochlor HPPH 665 nm 
Phthalocianines Photosens® 
Pc4 











































































































内皮細胞は活性化状態となり臓器機能を新しい環境に適応させる作用を働く [3, 4, 6]。生理
的状態における血管内皮細胞が担っている多様な機能のうち、特に生体活動において重要























症を抑制する因子であるプロスタサイクリン (PGI2) や一酸化窒素 (NO) の産出を亢進す
る [3, 4, 6]。血管内皮細胞障害の詳細に関しては 3.3.2節で述べる。 
(iv) 血管内皮細胞は血管内で血液が円滑に循環を保つのに重要な役割を担う。物理的に血
管の内側を隙間なく覆うことで、血液凝固系を制御し血管壁への血小板の付着を防いでい










新しい環境に適応するため活性化する [3, 4, 6]。血管内皮細胞の活性化状態は不安定な状態
を意味しており、血管内皮の透過性の亢進、血管張力保持機能の破綻が起こる。さらに、白
血球接着因子の発現、組織因子の発現、増殖因子の発現など、血管内皮細胞障害を惹起する
現象が起こる [3]。一方、3.3.1節 (iii) に記載の通り、血管内皮細胞は活性化状態になると







両者は接着しない。また、血管内皮細胞が産生する PGI2や NO は血小板の活性化を阻害す









































いる [13, 14]。 
	 近年、光増感反応を用いた治療は感染症や心房細動など腫瘍組織以外への応用が検討さ
れている。これらの治療では、対象が腫瘍組織ではなく健常組織などであり、薬剤投与後早
期に光照射を行う (2.3.3 節および 2.3.4 節参照)。膀胱や乳腺における腫瘍組織と健常組織










Drug Light Interval) により変化する。血管内皮細胞に対する光感受性薬剤の分布場所により
光増感反応の殺細胞効果に関与するアルブミン濃度が異なり、血液中のアルブミン濃度は
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	 第 4 章では、脂質二重層である赤血球膜に内包されているヘモグロビンの酸素運搬能や
光学特性、赤血球膜破裂により生じる溶血副作用について説明する。さらに、薬剤投与後早














に伴い増加する [1, 4]。血液は体内を循環している間に体熱輸送や体熱分配を行っている 
[3]。血漿 pHの正常値 7.4に対し、赤血球内部の pHは 0.1-0.2程度と低い。組織細胞内 pH
は状態により変化する [1]。体液 pH の調整にはいくつかの機構があり、外乱に対する応答
の速いものから順に、(i) 血漿タンパク質、ヘモグロビン、炭酸-重炭酸系、有機・無機リン















	 赤血球の形状は、直径約 8 µmの扁平な円盤型で中央部分が凹んでいる。赤血球の形態に
関係する基準値を表 4-3 にまとめる。厚みは辺縁部で約 2.4 µm、中心部で約 1 µm である 
[3]。赤血球の形状は同じ容積の球体と比べると表面積が約 30％広く、これは酸素や炭酸ガ




あり、内的要因として赤血球内のアデノシン 3リン酸 (ATP) 量の変化がある [3, 5-8]。成熟
赤血球はヘモグロビンを含む細胞質とそれを包む細胞膜のみからなり、核や細胞小器官を
持たない。赤血球の主要構成成分を表 4-4 にまとめる。嫌気的解糖による ATP 産生などで
エネルギーを得る。ターンオーバーは約 120日である [2, 9]。赤血球は、脂質二重層の細胞
膜からなる赤血球膜とその直下にある細胞骨格の裏打ち構造により成り立っている [2, 3, 
10]。細胞骨格は、スペクトリンなどの収縮タンパクを主体に構成されている機能的ユニッ
トである [10]。弾性力に富む繊維状タンパクのスペクトリン 4 量体はその両端で結合部複
合体を介してグリコフォリン C につながれ、中間部はアンキリンを介してバンド 3 タンパ
ク質に結合している網目構造を成す。このような細胞骨格の裏打ちにより細胞膜に柔軟性
と復元力が備わることで、赤血球は自身の直径より狭い毛細血管内 (内径 3-6 µm) や脾臓等




4.3.1	 ヘモグロビンの構造  
ヘモグロビンは 1対のα様グロビン鎖とβ様グロビン鎖からなる 4量体に、4分子のプロ
















おり、残りの 2 個は平面上の垂直方向に沿って 2 つの配位結合座を残した構造となってい
る。これらの結合部位を第 5、第 6 配位部位とよび、酸素は第 6 配位部位に結合する [14, 
15]。グロビンは分子量 17,800の一本鎖ポリペプチドであり、ポリペプチド鎖は Aから Hと
名付けられた 8 本のαヘリックス領域を持つ。これらの相互作用により特異的な 3 次元構
造を形成し、機能ドメインを造る [12]。Fヘリックス内の 8番目の残基である F8は直接 2
価鉄と接触することから近位のヒスチジン (HisF8) と呼ばれている。酸素原子が結合して
酸素化ヘモグロビンになると、酸素分子がこの部位を占有する。酸素がヘムの 2価鉄に結合
すると、2 価鉄の d 軌道と電気陰性度の高い酸素分子の π*分子軌道の重なりによって高度
に電化偏在を起こし、酸素分子の電子密度を増加させ、2価鉄から酸素分子へ電が部分的に
移動し、Fe2+ - O2結合に Fe3+ - O・2結合のような性質を与える [13, 15]。この Fe3+ - O・2のよ
うな構造の安定性は、結合した酸素分子間の結合部位に存在するもうひとつの重要なヒス










ニットにおけるカルボキシ末端残基間の塩橋が開く (開裂) [16]。その結果、図 4-2に示すよ
うにα1β1とα2β2の 2 量体は互いに対しておよそ 15°回転しコンパクトな 4 量体となる 
[14-16]。このような大きな 2次、3次および 4次構造の変化により、ヘモグロビンは酸素と









度の濃度（約 2 mM）で赤血球内に存在する [15]。2,3-BPG がヘモグロビンに結合すると、
ヘモグロビンの酸素親和性は低下する [13, 15]。2,3-BPGは T型のβ様グロビン鎖間の空洞
に存在する正荷電のアミノ酸残基と静電気的に結合する。この空洞は R型の方が T型より
も狭い。すなわち、ヘモグロビンが T 型で空洞の間隙が十分なときに限り 2,3-BPG が入り
込める大きさがあるため結合できるが、R 型では空洞の大きさが不十分で結合できない。
2,3-BPGは脱酸素化ヘモグロビンにより強く結合し安定化させ、酸素親和性を効果的に低下



















い。激しい運動における筋肉中の酸素分圧である 5 mmHg まで低下するとはじめてミトコ

















によって運搬され、残りの大部分は炭酸水素イオンとして運搬される [14-16]。式 (4.6) に
示すように赤血球内部で炭酸デヒドラターゼの酵素触媒による二酸化炭素の水和が起こる
と炭酸が生成する。さらに、炭酸は炭酸水素イオンとプロトンに解離し、pHが下がる [16]。 
       					   			(4.6) 
pHが低くなると、プロトンがヘモグロビンに取り込まれてT状態を安定化するイオン対形
成を促し、その結果ヘモグロビンから酸素が解離する。組織代謝により二酸化炭素濃度が高

















ここで、𝑉0は標準状態におけるモル体積 (22.4 L/mol)、𝑀34はヘモグロビンの分子量 (64458 
g/mol)、𝐶34はヘモグロビン濃度、𝑆𝑎𝑂9は酸素飽和度を指す [3, 18]。これより、血液100 mL
中のヘモグロビン15 g/dLが結合可能な酸素は20.4 mLである。一方、血漿中の溶存酸素量
はヘンリーの法則より酸素分圧に比例する。溶解度にあたるその比例定数は、37℃で0.0031 














































られる [28, 29]。 
	血液に接触する可能性の高い医療機器もしくは原材料の溶血性を評価するための Good 












第Ⅱ法において測定した吸光度を用いて式 (4.8) により溶血度を測定する [28, 29]。 
𝐻=	𝐴?@0ABC−𝐴ECFGHIJKL𝐴ECFMLNOIPGJG−𝐴ECFGHIJKL
×100																																																		(4.8) 































ミング (図 4-8) で組織血流量が少ない腫瘍組織に光照射を行うため、光増感反応による酸
化作用を受ける赤血球数が少なく全身に影響を及ぼす重度な溶血リスクは発生しない。一
方、血液中薬剤濃度が高い薬剤投与後早期に組織血流量の多い健常組織を対象とした光線
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表 4-1	 血漿の組成 [2]  
成分	 （血漿百分率） 機能 
水	 (91%) 溶媒、体温の分散 
蛋 白 質	
(7%) 
アルブミン (4.06%) 循環血液量の維持、体液恒常性維持 
グロブリン (2.66%) 免疫抗体 
フィブリノゲン (0.28%) 血液凝固素材 
電解質	 (1%) 酸塩基調整、細胞機能の調整 





表 4-2	 全血、血漿、赤血球の物理化学的性質 [3]  
 全血 血漿 赤血球 
比重 




比熱 (cal/(deg*g)) 0.92 0.94 0.77 
pH 7.37-7.46 7.37-7.46 0.1-0.2 
比粘度 








表 4-3	 赤血球の形態に関する基準値 [3]  
直径 [µm] 厚さ [µm] 体積 [µm3] 表面積 [µm2] 






表 4-4 赤血球の主要構成成分 [3]  












水 721±17.3 230 
総蛋白質 371 466 
非ヘモグロビン蛋白質 9.2 450 
ヘモグロビン蛋白質 352.0  
膜蛋白質 6.3  
酵素蛋白質 2.9  
脂 
質 
総脂質 5.1±0.5  
リン脂質 2.98±0.2  
プラスマロゲン 0.56  
遊離コレステロール 1.20±0.08  
脂肪酸 2.0  





 (µ mol/mL・赤血球)  
塩素 78 (111 m mol/L×H2O) 
カリウム 92.6 (132 m mol/L×H2O) 
ナトリウム 8.3 (11.9 m mol/L×H2O) 
マグネシウム 3.1 (4.4 m mol/L×H2O) 
カルシウム 0.017 (0.02 m mol/L×H2O) 





























































図 4-4	 ミオグロビンの酸素解離曲線 [13] 
  



























































図 4-8 早期肺癌患者にタラポルフィンナトリウムを 40 mg/m2 (1mg/kg)静脈投与したときの

















第 5章では、薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) の健常組織に対する光増感反応を
用いた治療における血管内皮細胞障害を調査することを目的とし、(i) in vitroにおける死細
胞率計測と (ii) in vivo における標本観察により実験的に調査するとともに、それぞれの対
応を検討する。 
 
5.2	 血管内皮細胞の細胞内光感受性薬剤蓄積量 in vitro実験 
細胞に対する光感受性薬剤の分布により、殺細胞機序の異なる細胞内光増感反応と細胞外





コラーゲンコートされた直径 35 mmの組織培養用ディッシュ (3000-035, IWAKI, 東京) に
継代三代目のヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (Human Umbilical Vein Endothelial Cells ; C-12200, 
Promocell, ハイデルベルグ,ドイツ) を播種密度 cells/cm2 となるよう播種し、Endothelial 
Cell Growth Medium 2 Kit (C-22111, Promocell, ハイデルベルグ, ドイツ) の培養液を 2.5 mL
加えた。以下、この細胞を HUVECsと呼ぶ。37℃、5% CO2のインキュベータ内で 5日間培
養し、培養液は 1日おきに交換した。浮遊状態の HUVECsは、播種 1日目において底面に
付着して増殖が進行し、播種 5日目には 100％コンフルエント状態となった。フェノールレ
ッドを含まない Endothelial Cell Growth Medium 2 Kit (C-22216, Promocell, ハイデルベルグ, 
ドイツ) に内皮細胞増殖培地 2 Supplement Pack (C-39211, Promocell, ハイデルベルグ, ドイ
ツ) を混ぜ合わせた溶媒を作製した。以後、この溶媒を ECGM+と呼ぶ。EGCM+に光感受性
薬剤タラポルフィンナトリウム (Meiji Seika ファルマ, 東京) を濃度が 20 µg/mL となるよ
うに溶解し、タラポルフィン溶液を作製した。タラポルフィンナトリウム濃度は、タラポル
フィンナトリウムの認可用量である 40 mg/m2をヒトに単回静脈注射投与したときの、投与
10分後における血漿中薬剤濃度が約 27 µg/mLであることを参考に設定した [1]。播種 5日
目において、培養液を吸引し、各ディッシュあたりタラポルフィンナトリウム溶液を 2.5 mL
加えた。培養時と同じ条件のインキュベータ (37℃, 5% CO2 ) 内で培養しながら、薬剤接触
時間が 5、10、30、60、120 minとなるようタラポルフィンナトリウム溶液と接触させた。






剤接触時間における HUVECs に対して、タラポルフィンナトリウムの Soret 帯に相当する
波長 400±20 nm で励起したときの蛍光画像を顕微鏡用デジタルカメラ (DP80, オリンパス, 
東京）を設置した顕微鏡 (IX70, オリンパス, 東京) を用いて露光時間 5 s、倍率 10 で撮像
した。このとき蛍光画像はタラポルフィンナトリウムの蛍光波長を含む 600 nmハイパスフ
ィルタを通して撮像した。蛍光画像を撮像後、同位置における明視野画像を撮像した。画像
処理ソフト ImageJ を用いて図 5-1に示すように明視野画像から細胞の位置を特定し、その






















血管内皮細胞が播種されている 96 ウェルプレートに対する励起レーザ光照射系を図 5-3
に示す。励起レーザ光源には中心波長 663 nmの半導体レーザ (Rouge-LD-01B, サイバーレ
ーザー, 東京） を用いた。このレーザ光はタラポルフィンナトリウムの Q帯に発振波長を
有する [2]。レーザ光はコア径：273 µm、NA: 0.22、FC-SMAコネクタ付き石英マルチモー







際の光強度分布を図 5-4に示す。また、それぞれのウェルの光強度をパワーメータ (PS19Q, 
コヒーレント, カリフォルニア, アメリカ） を用いて測定し、これをウェル底面での放射照
度とした。各ウェルの放射照度のばらつきは 5％以下であった。 
継代三代目のヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (5.2.1節と同じ) をコラーゲンコートされている
直径 6.9 mmの 96 ウェルプレート (NCO3904, コーニング, ニューヨーク, アメリカ) に播
種密度 cells/cm となるよう播種し、5.2.1 節と同条件で 5 日間培養した。このとき、各
ウェルに 100 µLの培養液を入れた。 
Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (Invitrogen, カリフォルニア, アメリ
カ ) に 10% Fetal Bovine Serum (Invitrogen, カリフォルニア , アメリカ ) と 100 unit/ml 
Penicillin (Invitrogen, カリフォルニア, アメリカ) 、100 µg/ml Streptomycin (Invitrogen, カリ
フォルニア, アメリカ) を混合することで間質液中に相当するアルブミン濃度 2.1 mg/mLの
溶液を作製した。以下、この溶液を DMEM+と呼ぶ。EGMC+にヒトアルブミン (A9731-10G, 
SIGMA-ALDRICH, ミズーリ, アメリカ) を混合することで、血液中に相当するアルブミン




100 µL 加えた。インキュベータ (37℃, 5% CO2) 内で培養しながら、薬剤接触時間が 15、
30、60、120 minとなるようタラポルフィンナトリウムと接触させた。図 5-3に示す光増感
反応作用系を用いて、各薬剤接触時間経過後の HUVECsに対し放射照度 60 mW/cm2で放射





WST アッセイ用の試薬キットとして Cell Counting Kit-8 (CK04, 同人化学研究所, 熊本) を



















することを、全細胞核染色液であるHoechst 33342 (H342, 同仁化学研究所, 熊本) および死









で同じであった。放射照射量40 J/cm2における薬剤接触時間60 minと120  min間のp値は
0.05以下であり有意差を得た。アルブミン濃度 40  g/Lの薬剤溶液において、薬剤接触時間
条件間のp値は、一部の条件以外はp値が0.1以上であり有意差内で同じであった。放射照




















うに行った。塩酸ケタミン注射液 (ケタラール; 第一三共プロファーマ, 東京) を 10  mg/kg
と塩酸キシラジン (セラクタール; バイエル薬品株式会社, 東京) を 2  mg/kg注射して鎮静
させ、5%イソフルラン (フォーレン; アボットジャパン株式会社, 東京) と 100%酸素の麻
酔ガスを流量1.5-2.0  L/minで導入して麻酔下に置いた。気管挿管を行い、2%イソフルラン
の麻酔混合ガスを流量 1.5-2.0  L/minで導入して吸入麻酔に切り替え、実験中全身麻酔状態
を維持した。ビーグル犬 (体重約9.2 kg, 月齢10ヶ月) の左右の頸静脈を外科的に露出させ




ポルフィンナトリウムを生理食塩水 (大塚生食, 大塚製薬工場, 東京) に溶解し、2.5  mg/kg
の濃度にて橈骨静脈より投与した。薬剤投与30 min後に、波長663 nmの赤色レーザ光を単
位長さあたりの拡散体単位長さ当たりの放射光パワー21  mW/cmで167 sおよび667 s間照
射した。線状光拡散体を用いた研究では、照射量表示法として単位長さあたりの投入光パワ
ーの単位mW/cmが一般に用いられる [4,  5]。21  mW/cmのとき、拡散プローブのチューブ







長632.8 nmにおけるµ+>>の報告値8 cm-1 [7] を用い血管内皮細胞への放射照度を算出したと
ころ、53±2 mW/cm2であった。励起レーザ光照射時の血漿中薬剤濃度を以下の方法で得た。
左橈骨静脈より採血した血液に対して4℃、回転数3500 rpm (1917 g) で5  min遠心分離機 
(テーブルトップ冷却遠心機 2800, 久保田商事, 東京) により遠心分離した。上澄み液のタ
ラポルフィンナトリウムの Q帯に相当する波長 670  nmにおける吸光度を微量分光光度計 
(Colibri Microvolume Spectrometer, フナコシ, 東京) を用いて測定した。得られた吸光度に対
し、予め求めた40 mg/mLのアルブミン濃度溶液を溶媒としたときの薬剤濃度と吸光度の関
係を示す式 (5.3) の検量線を用いて濃度換算した 
𝑦=0.04𝑥+0.21																																	(5.3) 









管の断面の組織標本を顕微鏡 (5.2.1節と同じ) により撮像した。 
 
5.4.2	 実験結果 
光照射領域における血管の断面を von Willebrand Factor で染色した組織標本を図 5-9 に示
す。光照射時のタラポルフィンナトリウム濃度は 14 µg/mL、アルブミン濃度は 30 mg/mLで
あった。光照射を施行しない標本 (図 5-9 (a)) と比較すると、光照射時間 167 sの 9 J/cm2の
光照射条件 (図 5-9 (b)) では、血管内皮細胞に僅かな形態変化が起きているようにみえる。
光照射時間 667 sの 35 J/cm2 (図 5-9 (c)) では、血管内皮細胞が所々途切れており、さらに血
小板の付着が確認できる。 
 
5.5	 考察および Limitation 
薬剤接触時間の増加に伴い、細胞内のタラポルフィンナトリウム濃度に相関する相対蛍光










ると報告されており、図 5-8はこの報告と同じ傾向を示した [8, 9]。生体環境において、血
管内皮細胞は血液と血管壁に接しており [10] 、血管壁におけるアルブミン濃度は血液から
の拡散により間質中アルブミン濃度より高いと予想できる。すなわち、血管内皮細胞はアル









ここで、上記では in vitro実験結果での障害性を in vivo実験での障害性と比較したが、以





レーザ光照射後 2時間における活性を調査したのに対し、in vivo実験では約 30 minで
あった。 
(iii) 障害の評価法が異なる。in vitro実験では血管内皮細胞の呼吸活性による死細胞率を評













射が血管内皮細胞に及ぼす障害性を (i) 細胞外光増感反応による殺細胞効果が支配的な in 
vitro系を用いて、2種のアルブミン濃度を用いた際の放射照射量に対する死細胞率のパラメ
ータスタディと (ii) in vivo における標本観察により実験的に調査するとともに、それぞれ
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図 5-1	 細胞内蛍光量計測における顕微鏡画像 (a) 明視野画像、(b) 蛍光画像  
明視野画像において対象細胞の 10個を選定し、蛍光画像おいて選定箇所の蛍光量を輝度














































































































































図 5-9	 イヌ頸静脈に対して血管外から励起レーザ光照射を行ったときの血管内側の von 
Willebrand Factor染色画像 (a)光照射なし (b) 21mW/cm, 167 s (8.9 J/cm2) (c) 21 mW/cm, 667 s 
(35.4 J/cm2) 
イヌ頸静脈に対して薬剤投与 30 min経過後の血液中タラポルフィン濃度 14 µg/mL、アル

























0.9%生理食塩水 (大塚生食, 大塚製薬工場, 徳島) にタラポルフィンナトリウム（Meiji 
Seika ファルマ, 東京）を 30 µg/mLより約 10%高濃度となるように溶解させた。タラポル
フィンナトリウム溶液の濃度は、微量分光光度計 (Colibri  Microvolume  Spectrometer,フナコ







兎脱繊維血 (0106-1, 日本バイオテスト研究所, 東京) を遠沈管に10 mL入れ、遠心分離機





ペットを用いて慎重に上澄みの血漿を取り除き、血球成分のみとした。以下の (i) , (ii) の
洗浄作業を二回繰り返した。 
(i) 全体が 10 mLとなるよう血球成分に 0.9%生理食塩水を加えて全体を混ぜ合わせた。 





ナトリウム 30 µg/mL の赤血球混濁液試料を作成した。タラポルフィンナトリウム濃度は、
タラポルフィンナトリウムの認可用量である 40 mg/m2をヒトに単回静脈注射投与したとき
の、投与 10分後における血漿中薬剤濃度が約 27 µg/mLであることを参考に設定した [2]。
光路長 1 mmのガラスセル (KN3316550, テックジャム, 大阪) に赤血球混濁液試料を 150 µl
注入し、血液試料を作製した (図 6-2 (a))。この血液試料に対して図 6-2 (b) に示す実験系を
用いて放射照度 120 mW/cm2で 40 J/cm2となるよう 333 s光照射を行った。5.3.1節と同じ伝
送ファイバーおよび波長 663 nm励起レーザ光源を用いた。 
励起レーザ光による光照射前後において、血液試料の波長 475-600 nmにおける吸光度を積
分球装着の紫外可視近赤外分光光度計 (UV3600, 島津製作所, 静岡) を用いて波長間隔 1 
nm で測定した。このとき、ハロゲンランプ光源を用い、測定光照射領域 (高さ 11 mm, 幅






ペクトルをそれぞれ図 6-3および図 6-4に示す。光増感反応前は波長 541 nmと 577 nm付近
に２つのピークを持つ酸素化ヘモグロビン由来のスペクトルを示した。光増感反応後はこ
の二峰性ピークが消滅した。ヘマトクリット 5%と 0.625%の血液試料において実測した透
過率と反射率を用いて IAD 法 [3] で求めた波長 663 nm における光侵達長（1/µeff）はそれ









5％以下において吸光度測定の波長 475-600  nmにおける変動係数の平均値は 9.0×10-2未満
に収まった。ヘマトクリット値 0.645％以下のとき、濃度 30 µg/mLのタラポルフィンナト
リウム分子数がヘモグロビンの分子数を上回る [2,  4,  5]。加えて、ヘマトクリット0.625％














0.625%、タラポルフィンナトリウム濃度1, 5, 30 µg/mLの血液試料を作製した。作製した血
液試料に対し、6.2.1節と同様の光照射系を用いて放射照射量を次のように変化させた。タ
ラポルフィンナトリウム濃度が 1,  5 µg/mLの血液試料は 20 J/cm2、タラポルフィンナトリ













これは最小二乗法と呼ばれている [6-8]。波長領域475-600 nmにおいて波長間隔1 nmで測
定を行ったため、λCは126点のデータ数を用いた。重回帰分析は数値解析ソフトウェアであ












































め、図 6-10や図 6-11に示す放射照射量の増加に伴う Q帯ピーク波長の長波長シフトは光増
感反応進行に伴い溶血が発生し、それにより遊離したヘモグロビンがタラポルフィンナト
リウムと結合したためと思われる。タラポルフィンナトリウムは血清タンパクであるアル
ブミンと結合し Q 帯ピーク波長が長波長シフトすることが知られている [12]。アルブミン
との結合により長波長シフトしたときの Q帯ピーク波長は 664 nmで [12]、本 6.3.部での実
























の光路長は 10 mmである。吸収スペクトル測定光源には、キセノンランプ (RX-3300, 町田
製作所, 千葉) を用いた。透過吸収スペクトル測定光の波長域は血液試料のタラポルフィン




トフィルター (LVX470, 朝日分光, 東京)  [13] と 650  nmローパスフィルター (SVX650, 

























































液の接触時間を 5-120 min変化させたときの血液試料の波長 475-600 nmにおける透過光を
6.4.1節に記載した実験系を用いて測定した。吸収スペクトルは 6.4.2節と同様に求めた。実
測した吸収スペクトルに対し 6.3.1.2 項記載の重回帰分析を行い、各種ヘモグロビン濃度を




を 5-120 minと変化させた。薬剤接触時間の 5 min前より、血液試料を遠心分離機 (5.4.1節
と同じ) を用いて 4℃の環境下において回転数 3500 rpm (1917×g)で 5 min遠心分離した。上
澄み液を除去し、血球成分を 80 µL取り出し、純水 80 µLと十分に撹拌し溶血させた。溶血
溶液 150 µLを光学ガラスセルに投入し、15℃の環境下において回転数 1700 rpm (931×g)で 5 
min遠心分離した。上澄み液の吸光度を紫外可視近赤外分光光度計（6.2.1節と同じ）により







格化を行った吸収スペクトルにおけるタラポルフィンナトリウムの Q 帯ピーク値を求めた。 





















6-20 より薬剤接触時間 5 min 以上の吸光度は、アルブミンを含む試料での吸光度と同程度
の値をとっていることより、赤血球の薬剤取込はないと考えられる。 
 
6.4.3.2	 吸収スペクトル測定による影響  





















た実験系を用いて励起レーザ光を放射照度60 mW/cm2で20 J/cm2となるまで333 s照射を行
った。透過光量は高速マルチチャネル分光器により露光時間19  ms、波長間隔0.75  nm、時


























算出した各種ヘモグロビン濃度を加算した総ヘモグロビン濃度は 0.28±0.02 g/dL であった。
励起レーザ光照射時間に伴いメトヘモグロビン濃度が増加し、約 200 sで増加が頭打ちにな
った。励起レーザー光照射時間に伴い酸素飽和度は減少し、約 200 sで 0となった。タラポ
ルフィンナトリウムを含まない血液試料の各種ヘモグロビン濃度は、励起レーザ光照射な
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10 mm: Distance between 
the inside surfaces of the glass cell
40 mm: Distance between 
the inside surfaces of the glass cell
15 mm: 
Hight of the blood sample





(Focal length:: 50 mm,  
40 mmΦ)
Core: 273 µmΦ









































































































表6.1 式 (6.2) における各変数の説明 
Variable Description  
𝑦5Z7 Dependent value  
𝑥+5: Reported absorbance values for 
(at wavelength	λC) 
Oxygenated hemoglobin (15.6 g/dL) [17] 
𝑥05: Deoxygenated hemoglobin (15.9 g/dL) [17] 
𝑥;5: Methemoglobin (15.8 g/dL) [17] 
𝑥<5: 
Measured absorbance  values for  30 µg/mL talaporfin sodium  medium  with saline  
(at wavelength λC) 















図 6-6	 光感受性薬剤濃度を変化させたときの血液試料の吸収スペクトル (N=4, Irradiance 





































図 6-7	 放射照射量を変化させたときの血液試料の吸収スペクトル (N=4, Irradiance 120 




































図 6-8 光感受性薬剤濃度を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度 (N=4, 






































Talaporfin sodium concentration [µg/ml]
Total hemoglobin Oxygenated hemoglobin




図 6-9	 放射照射量を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度 (N=4, Irradiance 







































Total hemoglobin Oxygenated hemoglobin




図 6-10	 タラポルフィンナトリウムのQ帯波長域を含む 600-700 nmにおける血液試料の吸




































図 6-11	 血液試料の 600-700 nm 帯におけるピーク値とその時の波長の放射照射量依存性


















































Peak absorbance in Q band


































65810 nm notch filter
470 nm long-pass filter










































Xenon lamp beam 
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図 6-15	 構築した実験系の写真  





















































図 6-18	 薬剤接触時間を変化させたときの血液試料の吸収スペクトル (N=1, Talaporfin 

































Drug contact time 




図 6-19	 薬剤接触時間を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度  (N=1, 

















































































































測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。代表値と
して、波長 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nmにおける吸光度に対する標準偏差を示す。それ

































































































































































	 6.2.1 節に記載した手順でヘマトクリット 0.625％および 0.938％、タラポルフィンナトリ
ウム 30 µg/mLの血液試料を作製し、それぞれを血液試料 Aおよび血液試料 Bとした。この
血液試料に対し、6.4.1節に記載した実験系を用いて励起レーザ光を放射照度 60 mW/cm2で
20 J/cm2 (333 s) 照射した。励起レーザ光照射中の血液試料に対する吸収スペクトル測定光
の透過光量は、6.5.1節と同様に高速マルチチャネル分光器により露光時間 19 ms、波長間隔
0.75 nm、時間間隔 1 sで 333回測定した。吸光度は 6.4.2節と同じく式 (6.3) を用いて算出















起レーザ光照射開始からのある時刻 (t+5) [s]の酸素化ヘモグロビン濃度に対する時刻 t [s]に
おける酸素化ヘモグロビン濃度の差 d (t) を用いて判断した。励起レーザ光照射中の d (t) の
変化の一例を図 7-5に示す。第 1相と第 2相の区分けは、d (t) が正から負に転じ 0 [s]とな
る時刻 t0を求め、(t0+2) [s] を変曲点とした。第 2相と 3相は、d (t) が負から 0 [s]となる時
刻 t1を求め、(t1+2) [s] を変曲点とした。表 7-1に血液試料 Aおよび Bの各相に対応する時
間を記載する。酸素化ヘモグロビン濃度変化は、第 1相では小さく、第 2相では急激に減少
する。第 3相では酸素化ヘモグロビンが消滅している。第 1相における血液試料 A と血液
試料 Bの時間は各々80.3±6.5 s (N=5) と 88.2±6.2 s (N=4)であり、両データ間の p値は 0.1以
上であり有意差内で同じであった。第 2相における血液試料 A と血液試料 Bの時間幅 (t1-
t0) は各々109.5 sと 149.1 sであり、第 2相における時間幅は血液試料 Bの方が血液試料 A
よりも 1.36倍長かった。 
	 ヘマトクリット値の異なる血液試料 Aおよび Bにおいて、第 1相の時間が有意差内で同
じであったことより、第 1 相は酸素化ヘモグロビンによる化学的な溶存酸素の増加に影響
を受けない。すなわち、物理的な溶存酸素が光増感反応進行により消費されている段階と解
釈できる。S 字型を示すヘモグロビン酸素解離曲線 (4.3.2 節) は、酸素分圧が約 80 mmHg
以上の領域で酸素飽和度の変化が 5％以下であり、ヘモグロビンと酸素の結合解離はほぼ起
きないことを示す [1]。酸素化ヘモグロビン濃度の減少が小さい第 1相は、溶液内の酸素分
圧が S 字型曲線における約 80 mmHg 以上の領域にあたると考えられる。血液試料 A と B
におけるヘマトクリット値の比率 1.38 に対し第 2 段階における時間幅の比率は同程度の



























血液試料には、7.2 部の血液試料 A と同条件の試料溶液を用いた。図 7-6 に励起レーザ光
照射中の溶液温度の測定系を示す。T型熱電対の先端がこの血液試料の吸収スペクトル測定
領域に位置するよう配置した。温度/高精度電圧絶縁モジュール (701265, 横河電機, 東京) 
を用い、6.4.1節で構築した照射系を用いて励起レーザ光を 60 mW/cm2で 290 s照射してい
るときの血液試料の溶液温度を 0.2 s間隔で測定し、デジタルペンレコーダー (DL750, 横河
電機, 東京) で記録した。このモジュールの冷接点補償精度は 0.1℃である。励起レーザ光
は温度計測を開始してから 5 s後に照射を開始した。図 7-7に励起レーザ光照射中の血液試
料の pH 測定系を示す。pH 測定は、一般に広く用いられているガラス電極による測定を用
いた [6]。マイクロ型 pH複合電極 (8220BNWP, サーモフィッシャーサイエンティフィック, 
東京) の先端がこの血液試料の吸収スペクトル測定領域に位置するよう配置した。このマイ
クロ型 pH複合電極は 3 mmΦであるため、第 6章および 7.2部で用いた 1 mm×10 mm角の
ガラスセルに挿入できない。そこで 5 mm×10 mm 角のガラスセルを用いた。ビーム径 15 
mmΦ の励起レーザ光用 663 nm 半導体レーザの進行方向の垂直面における光強度分布は図
6-17 に示すように均一であるため、異なる厚みのガラスセルを用いることによる血液試料
に対する放射照度の違いは無視できる。pHメーター (Orion StarTM A221, サーモフィッシャ
ーサイエンティフィック, 東京) を用い、60 mW/cm2で 340 s励起レーザ光照射を行ってい
るときの血液試料溶液の pHを 5-20 s毎に記録した。励起レーザ光は pH計測を開始してか



















	図 7-9に励起レーザ光照射中の血液試料溶液の pH変化を示す (N=1)。ガラス電極を用





中の温度は一定なので式 (7.3) における電位Eはlog[HM]、すなわちpHのみに依存する [6, 
7]。このとき、pH測定器の設定温度25℃に対して溶液温度の実測値は27℃であったため、
式 (7.3) より実測pH値に対して(273.15+25)/(273.15+27) を積算し補正した。励起レーザ光


















	式 (7.3) と式 (7.6) を合わせると、血液試料の励起レーザ光照射中における温度とpH条
件を考慮し補正したヘモグロビン酸素解離曲線における酸素分圧 (𝑝𝑂'456674895:,<,XY) は次の















オリサーチセンター, 名古屋) と不関電極 (POR-10N, バイオリサーチセンター, 名古屋) 




ーラログラフィーの原理を用いてファラデー電流値から酸素分圧値を求める [7, 8]。200 
µmΦの酸素電極と 100  µmΦの不関電極にそれぞれ負電圧と正電圧を印可することで式 
(7.8) に示す酸化還元反応が生じる 
O2＋2H2O＋4e− → 4OH−																				  					 	(7.8) 
酸素電極表面での溶存酸素のファラデー電流を測定し、その値を酸素分圧に変換する。(7.8) 






















飽和度が減少し始めた時点 (約 53 s) 以降の値を示す。S字型を示すヘモグロビン酸素解離
曲線は、酸素飽和度 90%以上では酸素分圧の変化に対して酸素飽和度変化の感度が低い [7]。
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図 7-1	 励起レーザ光照射中における血液試料 Aの吸収スペクトル (N=5) 
測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。代表値と
して、波長 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nmにおける吸光度に対する標準偏差を示す。それ

































図 7-2	 励起レーザ光照射中における血液試料 Bの吸収スペクトル	(N=4)  
測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。代表値と
して、波長 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nmにおける吸光度に対する標準偏差を示す。それ
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HbO  (Sample B)
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図 7-4	 励起レーザ光照射中の光学試料 A および B の各種ヘモグロビン濃度および酸素飽
和度変化 (N=4-5, 酸素化ヘモグロビン濃度および酸素飽和度は図 7-3 を再掲) 
 
各励起レーザ光照射時間における各種ヘモグロビン濃度および酸素飽和度の標準偏差は、







図 7-5	 血液試料 Aの励起レーザ光照射中の時刻 (t+5) [s] と時刻 t [s] における酸素化ヘモ


















表 7-1	 血液試料 Aおよび Bの 3つの相に対応する励起レーザ光照射時間 
	  Hematocrit [%] 1st phase [s] 2nd phase [s] 3rd phase [s] 
Sample A 0.40±0.03 (N=5) 0~80.3±6.5 80.3±6.5~189.8±17.0 189.8±17.0. 5-333.0 






図 7-6	 励起レーザ光照射中における血液試料の温度計測系の配置 
  
4.0 mmΦ: Black mask aperture
(Absorption spectra measurement area)
15.0 mmΦ:






















図 7-7	 励起レーザ光照射中における血液試料内容液の pH計測系の配置 
 
15.0 mmΦ:











663 nm diode laser beam (Excitation)
7.5 mm
5.0 mm








































































図 7-11	 励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の酸素電圧計測系の配置 
  
15.0 mmΦ:




Oxygen pressure monitorDigital pen recorder
4 mmΦ: Black mask aperture



































図 7-13	 励起レーザ光照射中の血液試料における提案計測法より取得した酸素飽和度 (図
7-3 Sample Aの平均値) から推定した酸素分圧と酸素電極法により実測した酸素分圧 (図7-
































































試料に対し、6.4.1節に記載した実験系を用いて励起レーザ光を放射照度60  mW/ cm2にて、
放射照射量 1.25-20 J/cm2で光照射を行った。励起レーザ光照射後、血液試料を遠心分離機 




分光光度計 (UV3600; 6.2.1節と同じ) を用いて血液試料の上澄み液の波長522 nmにおける
吸光度を計測した。溶血度は、4.4.2節にて述べた医療機器 Good  Laboratory  Practice (以下、





































クリット値 0.625%の血液試料における溶血発生増加率[%] (⊿y) に対する総ヘモグロビン
濃度増加量 [g/dL] (⊿x) は、単位体積あたりの赤血球数 (RBC)、赤血球1個あたりの平均ヘ
モグロビン量 (MCH)、赤血球体積割合のヘマトクリット値 (HCT) を用いて式（8.2）より
求められる。ここで兎血液におけるそれぞれの報告値 (RBC: 6.33±0.41 [×106/µl], MCH: 


























タラポルフィンナトリウムは波長 670  nm付近に蛍光を発する [2]。7.2.1節で測定した血
液試料 Aへの励起レーザ光照射中の分光器で計測した分光器検出カウント数のうちのタラ
ポルフィンナトリウムの蛍光ピーク波長である670 nm付近に注目する。波長670.7 nmを中




タラポルフィンナトリウム 30 µg/mL) に対し、6.4.1節に記載した実験系を用いて励起レー

















































	 式 (8.3) および (8.4) の傾きより、タラポルフィンナトリウムの蛍光量の減少速度は 0-42 





おける図 7-4において、メトヘモグロビン濃度増加速度は第 1相 (0-42 s)よりも第 2相 (照




















	 図 8-7 にアルブミン濃度 2.1 mg/mL の血液試料の励起レーザ光照射中の各種ヘモグロビ
ン濃度および酸素飽和度の変化を示す。励起レーザ光照射 20 s までに急激な酸素化ヘモグ




























[1] 厚生労働省医薬食機発 0301 第 20 号, “医療機器の製造販売承認申請等に必要な生物学
的安全性評価の基本的考え方について,”	 平成 24年 3月 1日発行. 
[2] O. W. Schalm, N. C. Jain, E. J. Carroll, Veterinary hematology. (3rd edition), Philadelphia: Lea 
& Febiger,1975, pp. 219-227. 
[3] J. D. Spikes and J. C. Bommer, “Photobleaching of mono–l–aspartyl chlorin e6 (NPe6): a 
candidate sensitizer for the photodynamic therapy of tumors,” Photochem. Photobiol., vol. 58, 
pp. 346-350, 1993. 
[4] J. S. Dysart, G. Singh, and M. S. Patterson, “Calculation of singlet oxygen dose from 
photosensitizer fluorescence and photobleaching during mTHPC photodynamic therapay of MLL 
cells,” Photochem. Photobiol., vol. 81, pp. 196-205, 2005. 
[5] L. Sheyhedin, K. Aizawa, M. Araake, H. Kumasaka, T. Okunaka, and H. Kato, “The effects of 
serum on celluar uptake and phototoxicity of mono-l-aspartyl chlorin e6 (NPe6) in vitro,” 












































































図 8-3励起レーザ光照射中の血液試料の波長 670 nm帯の拡散蛍光スペクトルの一例 


































図 8-4	 励起レーザ光照射中の血液試料の波長 667.8-674.4 nmにおける分光器検出拡散蛍光
カウントの総和 (N=5) 
光照射開始時における値を基準とし規格化した。測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長







































































図 8-6	 励起レーザ光照射中のタラポルフィンナトリウム溶液の波長 667.8-674.4 nmにおけ
る分光器検出拡散蛍光カウントの総和 (N=1) 
光照射開始時における値を基準とし規格化した。測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長














































































































	 著者は、薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) の健常組織に対する光増感反応の治療
応用において反応に必要な酸素および光感受性薬剤の運搬を担う血管と血液が励起レーザ
光照射により受ける影響に注目し、酸素供給不足に関わる血管内皮細胞と赤血球の障害を










による血管内皮細胞障害を、(i) in vitroにおける死細胞率計測と (ii) in vivoにおける標本観
察により実験的に調査するとともに、それぞれの対応を検討した。各実験方法の概要を以下
にまとめる。 
(i) 細胞外光増感反応が支配的な in vitro実験系において、生体環境において血管内皮細胞
が接している血液と間質液相当の 2種の体液のアルブミン濃度を用いて、0-40 J/cm2の
放射照射量による血管内皮細胞障害を死細胞率計測より調査した。 
(ii) 薬剤投与後早期においてイヌの頸静脈内皮細胞への放射照射量が 9、35 J/cm2となるよ
うに外膜側から光照射を行ったとき、急性期における血管内皮細胞障害を von 












からの経過時間 (以下、DLI: Drug Light Interval) などに大きく影響を受けることが知られて




量低下や血管閉塞性を in vivo で調査した研究はあるが、DLI に相当する光感受性薬剤接触
時間が 4 hrや 24 hrと長い、あるいは微小循環系を対象にしたものであって、本研究とは目
的が異なる [5, 6]。また、異なる光感受性薬剤MPPa (pyropheophorbide-a methyl ester) を用
いて本研究と同じヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) に対する光増感反応による障害性




張できると考える。第 5章における細胞外光増感反応による血管内皮細胞障害 in vitro実験







ウムの Q帯蛍光量 (波長 670 nm) は、励起レーザ光照射時間に伴い概ね減少した (8.3.2節)。
これらの結果より、第 6-8章における実験条件下では励起レーザ光照射開始から光増感反応
が経時的に進行していると解釈できる。一方、励起レーザ光照射中の各種ヘモグロビン濃度
変化は、各種ヘモグロビンとも 3 つの相に大別でき、そのタイミングもほぼ一致していた 
(7.2.2節)。第 1相は、光照射開始から約 80 sの間で各種ヘモグロビンとも濃度変化が少な
く、続く約 190 sまでの第 2相は、各種ヘモグロビン濃度変化が激しい。最後の第 3相では、
酸素化ヘモグロビンが消滅しその他のヘモグロビン種の濃度変化が無くなっていた。一方、
第 6-8章における実験条件では、タラポルフィンナトリウム溶液の接触による赤血球膜内へ



















































9.4.2	 光増感反応を用いた in vitro実験法における酸素環境向上  
	 図 9-1の第 2相に示すように、酸素化ヘモグロビンは周囲の酸素分圧の減少に伴い結合解
離を起こし、光増感反応進行のための酸素供給を行っている。すなわち赤血球を溶液に添加
することで溶存酸素量を化学的に増量することができる。実際にヘマトクリット値が 1.38
倍高いタラポルフィンナトリウムを含む赤血球混濁液試料 (血液試料 B) では、酸素化ヘモ
グロビン濃度が消失するタイミングがヘマトクリット値の比率に応じて延長することが確
認された (7.2.2 節) 。光増感反応の律速要因として酸素不足が懸念されている光増感反応

















9.4.4	 提案計測法の応用における Limitation 
(i) 9.4.1 節：本研究は新たな計測法の原理検討を目的としており、現在の提案計測法での
溶血度測定精度 2.4％は実用的な溶血評価の精度には達していない。 
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表 9-1	 本研究と類似研究の比較 [5-7] 
  対象 
健常組織 













in vivo [5] 皮下組織 NPe6 投与直後 血流モニタ 
in vivo [6] 
細静脈 
細動脈 
NPe6 4, 24 hr 血流モニタ 














































































































































































第 10章	 結論 
 
 



















を用いた治療における血管内皮細胞障害を、(i) in vitroにおける死細胞率計測と (ii) in vivo
における標本観察により実験的に調査するとともに、それぞれの対応を検討した。(i) 生体
環境において血管内皮細胞が接している血液と間質液相当の 2 種の体液のアルブミン濃度





















































	 本論文では、以下に定義する Irradiance および Radiant exposure を用いて光照射条件を表
記した。光生物学および光化学の分野における光照射および光計測に関する用語について、
国際照明委員会 (International Commission on Illumination; CIE) の推奨する定義を示す [1]。





放射照度 [W/cm2] ある面に対して単位面積あたり垂直に入射する、 
単位時間に伝播する光エネルギーの量 































組織では一般に g=0.80-0.99の強い前方散乱を示すことが知られている [6,  7]。一方、生体
は大きさの異なる種々の物体で構成されていることから生体内を伝搬する光は多重散乱が
生じ、ミクロに一過程を見ると前方散乱だがマクロに見ると等方散乱に似た状態が観測さ





内の実効的な減衰係数µEFFは式 (B.4) で定義される。 
µEFF=G3µ"(µ"+µA′)																															(B.4) 
組織内を伝搬する光が組織内物質に吸収・散乱されて1/eの強度に減衰したときの光の伝搬
距離を光侵達長𝛿といい、式 (B.5) で定義される。 
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